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1. Resumen: 
 
El erizo rojo o Loxechinus albus es una especie de equinodermo marino endémico 
de las costas chilenas considerado actualmente como el recurso estratégico mas 
importante para la industria pesquera nacional. Sin embargo, también puede ser 
de utilidad como un bioindicador del estado de los ecosistemas acuáticos, pues las 
células inmunes de los erizos de mar –celomocitos– son altamente sensibles a las 
fluctuaciones ambientales. El estudio de flexibilidad fenotípica molecular de estas 
células en L. albus puede ayudar en el futuro a determinar que agentes 
estresantes están afectando determinadas áreas del litoral. No obstante, hasta el 
momento, ninguna respuesta a estrés ha sido estudiada molecularmente en esta 
especie. La presente investigación tuvo como objetivo caracterizar la apoptosis 
inducida por hipoxia en celomocitos como parte de la respuesta a estrés hipóxico. 
Para ello, a través de una aproximación in vitro los celomocitos fueron sometidos a 
tres regímenes diferentes: Un régimen normóxico (OD = 7,6 mg/l), un régimen 
hipóxico (0D<2,0 mg/l) y un régimen simulador de hipoxia (OD = 7,6 mg/l, CoCl2) 
de manera de conocer el comportamiento basal, bajo estrés hipóxico, y con una 
respuesta a estrés hipóxico inducida farmacológicamente, respectivamente. Esta 
investigación concluyó que la hipoxia causa una disminución de la viabilidad de los 
celomocitos a través de la apoptosis al inducir un aumento de transcrito de las 
moléculas proapoptóticas bak y bax. Sin embargo, también determino que de ser 
prolongada en el tiempo promueve la supervivencia celular mediante la 
sobreexpresión de transcrito de moléculas antiapoptóticas, bcl-2 y hsp70. 
Finalmente, este estudio comprobó que la respuesta a estrés hipóxico esta 
vinculada al Factor Inducible por Hipoxia (HIF) descrito en otros organismos como 
el regulador maestro de la apoptosis.  
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2. Introducción: 
 
2.1Extracción del Erizo Rojo e importancia económica: 
El Erizo Rojo o Loxechinus albus (Figura 1), es una especie de equinodermo 
marino distribuido a lo largo de toda la costa chilena con un alto valor económico 
considerado actualmente como un recurso estratégico para el desarrollo y 
diversificación de la industria pesquera nacional (IFOP, 2012). Su extracción 
procede tanto bajo un régimen de libre acceso como bajo un régimen regulado por 
el Estado (Áreas de Manejo y Explotación de Recursos Bentónicos, AMERB) el 
cual asigna derechos de explotación exclusiva a organizaciones de pescadores 
artesanales, priorizando la conservación de los recursos bentónicos presentes en 
sectores geográficos previamente delimitados (Subsecretaría de Pesca y 
Acuicultura, 2017). La pesca de libre acceso está localizada en el norte de Chile 
entre la I y  lV región, y en el centro sur del país en la VIII región. Los regímenes 
AMERB están concentrados entre la X y XII regiones representando el 90% de los 
desembarques (IFOP, 2012). A partir de 1987 se establecieron vedas con el fin de 
disminuir la mortalidad de los ejemplares desovantes en distintas temporadas y 
áreas geográficas. Hoy en día su explotación esta regulada por la Ley General de 
Pesca y Acuicultura (Ley Nº 18.892) y desde 1995 el Erizo Rojo se haya en estado 
de Plena Explotación (IFOP, 2012). Con respecto a los ingresos generados a nivel 
nacional, en el período 2001-2011 la industria pesquera nacional percibió en 
promedio anualmente $USD 63.000.000 siendo el máximo valor de ingresos $USD 
77.200.000, logrado en el año 2008 (IFOP, 2012). Los principales clientes están 
ubicados en Europa y Asia, siendo Japón el principal destino de las exportaciones 
con un 97% de participación en el mercado, seguido por Italia y Taiwán (IFOP, 
2012). 
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2.2. Características del Erizo Rojo y el rol de los Celomocitos como 
centinelas del sistema inmune.  
 
L. albus posee un comportamiento gregario que forma colonias dispersas 
adheridas a las rocas intermáreales (Orensanz et al. 2005; Larraín. 1975). Es un 
organismo dioico, sin dimorfismo sexual aparente, cuyo período de desove está 
sujeto a la variación latitudinal de temperatura y fotoperíodo (Guisado et. al., 
1998). Los embriones se transforman en larvas pluteus, previa fecundación 
externa de los gametos, permaneciendo 14 a 21 días suspendidas en las 
corrientes marinas para luego convertirse en erizos juveniles asentados en el 
sustrato rocoso (Bustos y Olave. 2001). El desarrollo del Erizo Rojo juvenil hacia la 
adultez es lento: La talla mínima legal para su extracción comercial es de 70 mm, 
la cual obtiene recién entre los 4 y 5 años de edad (IFOP, 2012). En la primera 
etapa de su crecimiento su dieta es detrítica, y en los estadios juvenil y adulto, 
herbívora. Los especímenes juveniles se alimentan de algas verdes y los adultos 
de algas pardas (Castilla y Moreno. 1982; Vásquez, et al. 1984, 2001). Para 
sobrevivir a la enfermedad, los erizos de mar han desarrollado un sistema inmune 
cuyos mecanismos contemplan el reconocimiento celular, la citotoxicidad, la 
fagocitosis, y un sistema del complemento (Buchmann, 2014; Matranga y Pinsino. 
2014). Las células implicadas en las respuestas inmunes son los Celomocitos 
(Figura 2), una población heterogénea clasificada actualmente según su 
morfología, pues una tipificación funcional es aun controversial (Pinsino y 
Matranga. 2014). En los erizos de mar los celomocitos se encuentran en la 
Cavidad Celómica Perivisceral, en el Sistema Vascular de Agua y, en menor 
cantidad, dentro del tejido conectivo y en los diferentes órganos (Figura 1) (Pinsino 
y Matranga. 2014). La sensibilidad de estas células inmunes a los estímulos 
ambientales es tal que los erizos de mar han sido propuestos como bioindicadores 
de la salud los ecosistemas marinos costeros. En erizos de mar la población de 
celomocitos aumenta como respuesta a infecciones y al daño físico (Pinsino y 
Matranga. 2014) pero disminuye ante un estrés hipóxico (Lee et al. 2014). 
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Figura 1: A: L. albus. B: Esquema de la anatomía del erizo de mar. 1: Gónadas. 2: Ano. 3: Anillo aboral. 4: 
Madreporo. 5: Canal de Piedra. Cavidad Celómica Perivisceral. 6: Glándula Axial. 7: Faringe. 8: Linterna de 
Aristóteles. 9: Boca. 10: Sistema Vascular de Agua. 11: Pies ambulacrales. 12: Espina. 13: Intestino. 
Imágenes modificadas extraídas de Askabiologist, Arizona State University, 2016. 
 
2.3. Estrés ambiental y factores relevantes que afectan el desarrollo de los 
invertebrados marinos. 
 
La supervivencia de los organismos depende de su capacidad de adaptación a los 
cambios ambientales que, al comprometer negativamente la homeostasis, dan 
lugar al Estrés Ambiental, el cual es potencialmente mortal (Maturana y Mpodosis. 
1992). Para los erizos de mar los agentes ambientales estresantes bióticos 
consisten en las interacciones tróficas anormales tales como, mayoritariamente, 
un aumento de patógenos, competencia, depredación y la disminución del 
alimento (Bustos y Olave. 2001; Matranga y Pinsino. 2014); y entre los agentes 
estresantes abióticos se ha reportado la temperatura, la salinidad, el pH, la 
radiación UV, los metales pesados, los radicales libres, la contaminación y la 
hipoxia (Matranga y Pinsino. 2014), siendo esta ultima particularmente relevante 
ya que no sólo provoca la muerte de los invertebrados marinos sino también la 
destrucción de ecosistemas acuáticos completos (Lee et al. 2014). Además, en los 
últimos 50 años las zonas costeras sometidas a hipoxia han aumentado 
significativamente como consecuencia del calentamiento global y la eutrofización 
atropogénica (Lee et al. 2014; Moffitt et al. 2015; Altieri et al. 2015). 
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Figura 2: Fotografía de microscopia con un aumento de 40x de celomocitos de L. albus en campo claro. 
Morfológicamente han sido descritos 6 clases de celomocitos: Discoidales (A), Poligonales (B), Fagocitos 
Pequeños (C), Esférulas Rojas (D), Esférulas Incoloras (E) y Células Vibrantes (F). Imagen propia. 
 
2.4 Hipoxia como inductora de Apoptosis en organismos acuáticos y expresión 
de genes apoptóticos y antiapoptóticos. 
 
La hipoxia, definida como un descenso sensible del oxígeno disuelto en el medio 
disponible para el metabolismo —menos de 2 mg/l de O2 para la mayoría de los 
animales marinos (Vaquer-Sunyer y Duarte, 2008; Lee et al. 2014)— provoca en los 
eucariotas pluricelulares una perdida de la homeostasis al afectar el funcionamiento 
de las mitocondrias, los peroxisomas, y del retículo endoplasmatico (Schönenberger y 
Kovacs. 2013); lo que se traduce a un déficit energético, un aumento e incapacidad de 
eliminar las especies reactivas de oxígeno (ROS), y de una acumulación de proteínas 
anormales no útiles para el metabolismo (Schönenberger y Kovacs. 2013). Es decir, el 
estrés hipóxico contempla el Estrés Oxidativo, el Estrés de Retículo Endoplasmatico y 
de Proteína Desplegada (Schönenberger y Kovacs. 2013; Sendoel y Hengartner. 
2013). 
 
Entonces, para contrarrestar aquellos efectos perniciosos derivados de la hipoxia los 
eucariotas pluricelulares han desarrollado una serie de mecanismos adaptativos 
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clasificados dentro de la respuesta a Estrés Hipóxico en la cual, cuando la 
homeostasis celular no pude ser reparada es inducida la apoptosis o muerte celular 
programada con el fin de eliminar aquellas células propias peligrosamente dañadas 
(Elmore et al. 2007; Schönenberger y Kovacs. 2013; Sendoel y Hengartner. 2013).  
 
La apoptosis cesa las actividades celulares mediante la ruptura de las proteínas y la 
fragmentación del ADN empleando proteasas de cisteína llamadas Caspasas 
(Schönenberger y Kovacs. 2013). Luego ocurren cambios en la distribución de los 
lípidos de la membrana plasmática translocando fosfatidilserina —normalmente sólo 
presente en la cara interna de la bicapa lipídica— hacia la superficie celular para que 
actúe como señal de forma que la célula apoptótica sea reconocida y eliminada por 
fagocitosis (Sendoel y Hengartner. 2013; Schönenberger y Kovacs. 2013).  
 
La hipoxia promueve este proceso a través de un factor de transcripción llamado 
Factor Inducible por Hipoxia (HIF), que permite la expresión de Elementos de 
Respuesta a Hipoxia (HRE) entre los que existen genes proapoptóticos y 
antiapoptóticos (Aliprantis et al. 1999; Elmore. 2007; Schönenberger y Kovacs. 2013; 
Sendoel y Hengartner. 2013).  
 
HIF es un heterómero compuesto por dos subunidades, HIF−α y HIF-β,  sólo estable 
bajo hipoxia, pues la presencia de la subunidad HIF−α esta condicionada por la 
disponibilidad de O2 (Figura 3) (Schönenberger y Kovacs. 2013). En normoxia esta 
subunidad es constantemente degradada por la vía ubiquitin-proteosoma 
(Schönenberger y Kovacs. 2013). En cambio, bajo hipoxia, HIF−α logra evadir su 
eliminación ya que no es previamente hidrolizada por las prolilhidroxilasas 1 y 3 
(PHD1 y PHD3) para que sea reconocida como sustrato por el mecanismo proteolítico 
al carecer estas enzimas del O2 necesario para catalizar la reacción (Schönenberger y 
Kovacs. 2013). Además, HIF es capaz de discriminar entre la transcripción de uno u 
otro HRE Apoptótico gracias a su variabilidad estructural dada por las tres isoformas 
dee HIF−α: HIF-1α, HIF-2α y HIF-3α (Jessica et al. 2009; Schönenberger y Kovacs. 
2013.; Sendoel y Hengartner. 2013) 
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Para HIF−1α han sido descritos efectos proapoptóticos y antiapoptóticos, para HIF-2α 
efectos antiapoptóticos y para HIF-3α efectos no totalmente dilucidados aun pues su 
función depende de los diferentes empalmes de su mRNA (Sendoel y Hengartner. 
2013). Sin embargo, todos los efectos reportados de las subunidades HIF-α sobre la 
muerte programada ocurren a nivel de sus vías de señalización en eucariotas 
pluricelulares (Schönenberger y Kovacs. 2013.; Sendoel y Hengartner. 2013). 
 
 
Figura 3: Esquema de la regulación dependiente de oxígeno del factor de transcripción HIF. Bajo Normoxia, las 
prolilhidroxilasas (PHD) hidroxilan dos residuos de prolina (P402 y P564 de HIF-1) dentro del dominio de 
degradación dependiente de oxígeno (ODD) de HIF, que permite la unión de la proteína von Hippel Lindau (VHL) . 
VHL es la subunidad de reconocimiento de la ubiquitina ligasa VCB-Cul2, que reconoce a HIF-a y da como 
resultado su degradación. Bajo hipoxia, las enzimas PHD no están activas y el HIF estable ingresa al núcleo 
iniciando la transcripción de genes HRE objetivo.  Imagen extraída de Apoptotic Cell Death Under Hypoxia, de A. 
Sendoel y M. Hengartner, 2013.  
  
 
Las vías de señalización apoptótica son dos, la vía extrínseca y la vía intrínseca, que 
son iniciadas por un estimulo extracelular e intracelular, respectivamente (Figura 4) 
(Schönenberger y Kovacs. 2013). Ambas vías utilizan diferentes caspasas como 
efectoras de la apoptosis poseyendo únicamente en común la Caspasa 3 (Sendoel y 
Hengartner. 2013). Brevemente, los mecanismos moleculares de las vías de 
señalización y los efectos de HIF sobre ellas son los siguientes: 
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El estimulo extracelular que inicia vía extrínseca corresponde a ligandos de muerte, 
como CD95, que son detectados por receptores que pertenecen a la Familia del 
Receptor del Factor de Necrosis Tumoral (TNF) (Sendoel y Hengartner. 2013). Estos 
translocan la señal al medio intracelular empleando el complejo DISC. DISC entonces 
escinde la procaspasa 8 que a su vez escinde las procaspasa 7, 6 y 3, que ejecutan la 
apoptosis (Schönenberger y Kovacs. 2013). No obstante, la vía extrínseca puede ser 
abortada desde su inicio por la proteína antiapoptótica Hsp70, normalmente 
sobreexpresada como parte de la Respuesta a Estrés Térmico, ya que bloquea los 
receptores TNF (Asea et al. 2000. Mosser et al. 2000; Jäättelä et al. 1999; Park et al. 
2003). Esta molécula altamente conservada evolutivamente ha sido hallada tanto en 
mamíferos como en peces y, recientemente, en equinodermos como los erizos de mar 
(Lee et al. 2014). Además la vía extrínseca puede actuar sinérgicamente con la vía 
intrínseca empleando como vinculante la proteína Bid con el objetivo de potenciar sus 
efectos apoptóticos (Sendoel y Hengartner. 2013). Al respecto, HIF inhibe la sinergia 
entre ambas vías al estar constituido por HIF−1α que reprime la expresión de Bid 
(Sendoel y Hengartner. 2013), y en mamíferos evita el compromiso celular con la 
apoptosis al inducir la sobreexpresion intracelular de Hsp70 (Jäättelä et al. 1999; Park 
et al. 2003). 
 
Por su parte, el estimulo intracelular que inicia la vía intrínseca bajo hipoxia es el daño 
en el DNA causado por la acumulación de ROS (Sendoel y Hengartner. 2013). Ello 
induce la síntesis de Bax y Bak, dos proteínas proapoptóticas que aumentan la 
permeabilidad de la membrana externa de la mitocondria permitiendo la liberación del 
Citocromo C (Sendoel y Hengartner. 2013). El Citocromo C en el citoplasma recluta a 
APAF-1 y procaspasa 9 para conformar el Apoptosoma cuya función es escindir la 
procaspasa 3 de manera de ejecutar a través de ella la apoptosis (Sendoel y 
Hengartner. 2013). Sobre estos eventos, la participación de la proteína Bcl-2 es 
crucial. Bcl-2 se encuentra anclada en la membrana externa mitocondrial. Cuando se 
encuentra como homodímero mantiene inhibidos a Apaf-1 y a la procaspasa 9 
impidiendo la conformación del Apoptosoma. Pero cuando Bcl-2 forma un 
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heterodimero con Bax, genera el complejo constituido por Apaf-1 y la procaspasa 9 y 
la célula prosigue el proceso de apoptosis (Martínez et al. 2008). Además, existen 
reportes que indican que Bcl-2 impide la salida del Citocromo C de la mitocondria 
(Martínez et al. 2008). Es decir, la función de Bcl-2 es tanto antiapoptótica como 
proapoptotica (Sendoel y Hengartner. 2013). Al respecto, los efectos de HIF sobre 
esta vía son antiapoptóticos al reprimir la expresión de Bax y Bak con la subunidad 
HIF-1a (Sendoel y Hengartner. 2013); pero tanto antiapoptóticos como proapoptóticos 
al ser capaz también la misma subunidad de reprimir la expresión de Bcl-2 (Sendoel y 
Hengartner. 2013). La proteína HSP70 también cumple un papel en esta vía de 
señalización. Bajo hipoxia la acumulación de proteínas anormales producto del Estrés 
por Proteína Desplegada induce la síntesis de HSP70 intracelular y sus efectos son  
antiapoptóticos porque bloquea la salida del Citocromo C y porque al asociarse 
directamente con Apaf-1 impide el montaje del Apoptosoma (Königsberg et al. 2000; 
Garrido et al. 2006)  
 
Es interesante recalcar que HSP70 tiene un rol proapoptótico ligado a la respuesta 
inmune (Königsberg en al. 2000; Park et al. 2003; Multhoff et al. 2006; Sendoel y 
Hengartner. 2013; Schönenberger y Kovacs. 2013; Matranga y Prinsino. 2014). En 
células de mamífero si Hsp70 intracelular transloca a la superficie celular es capaz de 
activar específicamente a las Células Asesinas Naturales (NK) que inducen la 
apoptosis en la célula blanco (Asea et al. 2008). En contraste, recientes estudios de 
inmunología comparada han encontrado en equinodermos celomocitos con capacidad 
citotóxica que requieren del contacto célula-célula para realizar una función similar a 
los NK (Iwanaga, 2005; Söderhäll et al. 2010; Matranga y Prinsino. 2014; Lanz y 
Hernández. 2015). Además Hsp70 extracelular puede al unirse específicamente a los 
receptores de tipo Toll (TLR-2) de las células presentadoras de antígeno provocando 
la muerte programada utilizando componentes de la vía extrínseca apoptótica, un 
mecanismo evolutivamente preservado en diferentes especies (Asea et al. 
2008; Aliprantis et al. 1999). Sin embargo, hasta la fecha, ninguno de los mecanismos 
moleculares descritos anteriormente han sido caracterizados empíricamente en L. 
albus. 
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Figura 4: Descripción esquemática de las vías de señalización apoptótica intrínseca y extrínseca. La unión de un 
ligando de muerte al receptor de muerte inicia la ruta extrínseca y da como resultado la activación del complejo de 
señalización inductor de la muerte (DISC) que activa las Caspasas 7, 6 y 3. Caspasa 8 luego activa directamente la 
caspasa corriente abajo a través del truncamiento de Bid. La señalización apoptótica intrínseca se produce en 
respuesta a señales fisiológicas o tensiones celulares tales como daño en el ADN. Tras la activación, el equilibrio 
entre los miembros Bcl-2 antiapoptóticos y proapoptóticos en la membrana mitocondrial cambia y da como 
resultado la permeabilización de la membrana mitocondrial externa y la liberación de citocromo c. El citocromo c 
citosólico se une al factor de activación de la caspasa apoptótica (Apaf1) y recluta procaspasa-9 para formar el 
Apoptosoma. La caspasa-9 activada dentro del Apoptosoma promueve la activación de la caspasa 3.  Imagen 
modificada extraída de Apoptotic Cell Death Under Hypoxia, de A. Sendoel y M. Hengartner, 2013 
  
 
 
 
 
 
 
 
	 17	
3. Hipótesis: 
 
La exposición a Hipoxia de celomocitos de Erizos Rojos (L. albus) regula 
diferencialmente la expresión de genes pro/anti-apoptóticos, modulando el proceso de 
muerte celular. 
 
4. Objetivos: 
 
4.1. Objetivo General: 
 
Caracterizar mecanismos moleculares asociados a la apoptosis inducida por hipoxia 
en Erizo Rojo (L. albus). 
 
4.2. Objetivos Específicos: 
 
Objetivo 1: Determinar los efectos de la hipoxia en la inducción de la apoptosis en L. 
albus. 
 
Objetivo 2: Caracterizar los mecanismos de la apoptosis inducida por hipoxia en L. 
albus. 
 
Objetivo 3: Estudiar la participación de HIF en la apoptosis inducida por hipoxia. 
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5. Estrategia experimental. 
La estrategia experimental general (Figura 5) consistió en inducir in vitro apoptosis 
en celomocitos de L. albus mediante la activación de su respuesta a Estrés Hipóxico 
con diferentes concentraciones de oxigeno. Para ello fueron extraídas las células 
inmunitarias de Erizo Rojo juveniles (n=9) —cultivados en el Centro de 
Investigaciones Marinas de Quintay (CIMARQ), ubicado al sur de la V región de 
Valparaíso— y sometidas a tres regímenes distintos, un Régimen Normóxico 
(OD=7,4 mg/l), un Régimen Hipóxico (OD<2,0 mg/l) y un Régimen Simulador de 
Hipoxia (OD=7,4 mg/l; CoCl2 0,001 M), todos con una temperatura constante de 14 
ºC. Los tiempos de muestreo utilizados fueron 3 (0, 3 y 6 horas). Para analizar la 
expresión de genes pro/anti-apoptoticos esta investigación empleo la información 
obtenida del transcritoma de L. albus  caracterizado por el área de biotecnología 
acuícola de la Universidad Andrés Bello (P. Antiqueo et al. 2017). 
 
 
                                                Figura 5: Diagrama de la estrategia general experimental. 
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Objetivo 1: Determinar los efectos de la hipoxia en la inducción de la 
apoptosis en L. albus. 
 
Para cumplir el primer objetivo fue analizada la mortalidad de los celomocitos 
mediante un ensayo de viabilidad celular y la actividad proteolítica de caspasas 
entre el Régimen Normóxico y el Régimen Hipóxico. De 9 especímenes de L. albus 
fueron extraídos 4 mL de líquido celómico con los que fue preparado un pool de 108 
células por mL. La cantidad de células contenidas fue cuantificada con una cámara 
de Neubauer. El volumen final fue dividido en 18 muestras con 2 mL cada una. 9 
muestras fueron sometidas al Régimen Normóxico y 9 destinadas al Régimen 
Hipóxico (Figura 6, A).  
                       
 
Figura 6: A: Esquema del ensayo para inducir apoptosis a través de la respuesta a estrés hipóxico. B: Ensayo 
para inducir la apoptosis a través de una respuesta a estrés hipóxico activada artificialmente. 
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Para realizar ensayo de viabilidad celular fue empleado un kit comercial 
(LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit, de Life Technologies) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. La prueba identifica las células muertas y las células 
vivas, siendo visualizadas bajo microscopía de fluorescencia como rojas y verdes 
respectivamente. El kit contiene Calcein-AM y Homodimero de Etidio, de tal manera 
que las células vivas con actividad enzimática esterasa emiten una fluorescencia 
verde al usar Calcein-AM como sustrato y las células muertas, al estar 
comprometida la funcionalidad de las membranas, emiten una fluorescencia roja al 
adherirse el homodimero de Etidio a los ácidos nucleicos. En ambos regímenes, la 
mortalidad en cada muestra triplicada fue expresada en porcentajes y analizada 
estadísticamente con el programa Prism 7. 
 
Para realizar la técnica de Western Blot los detalles son los siguientes: 
 
Extracción de Proteínas: Las muestras de líquido celómico sometido a los diferentes 
regímenes fueron centrifugadas 5 minutos a 6.000 RPM con el fin de decantar los 
celomocitos. El sobrenadante fue descartado y agregado un volumen de Buffer de 
Lisis (50 mM Tris-HCl a pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 5 mM 
Na3PO4, 20 mM NaF, 10 mM pirofosfato de sodio y coktail inhibidor de proteasas) 
relativo al peso del pellet obtenido. La mezcla fue homogeneiza e incubada por 10 
minutos en hielo y luego centrifugada a 14.000 rpm por 30 minutos a 4°C. El 
sobrenadante fue recolectado y almacenado a -20°C.  
 
Cuantificación de Proteínas: Para determinar la cantidad de proteínas totales 
extraídas fue realizada una cuantificación por colorimetría mediante el kit comercial  
“Pierce BCA Proteína Assay” de acuerdo a las instrucciones del fabricante usando 
un espectrofotómetro (Equipo Epoch, BioTek, Winooski, VT, EE.UU.). El kit emplea 
en el método de Biuret y provee dos reactivos: Una solución cúprica alcalina y ácido 
bicinconínico (BCA). La solución cúprica alcalina quela la proteína formando un 
complejo azuloso tenue entre los péptidos que contienen tres o más residuos de 
aminoácidos y los iones cúpricos. Luego, BCA reacciona con el catión cuproso 
	 21	
reducido generando un color púrpura. El complejo BCA-Cobre presenta una fuerte 
absorbancia lineal a 562 nm con concentraciones crecientes de proteína siendo 
aproximadamente 100 veces más sensible que el color azul pálido de la primera 
reacción. Luego, mediante una curva de calibración de soluciones seriadas es 
posible cuantificar por interpolación la cantidad de proteína desconocida en las 
muestras mediante espectrofotometría. 
 
Ensayo de integridad de proteínas: Para descartar el daño estructural de las 
proteínas durante su extracción fue realizada una electroforesis en gel denaturante 
(SDS/PAGE, 10% de poliacrilamida), durante 1 hora a voltaje constante (80 V). Para 
ello fueron cargados 25 ng de proteína de cada muestra experimental cuantificada, 
previamente denaturadas durante 5 minutos a 95 ºC. Cada muestra fue 
homogenizada con Buffer de Carga de Proteínas 1x y un volumen de Buffer de Lisis 
dependiente del volumen final a cargar en el gel. Una vez finalizada la electroforesis, 
los geles fueron teñidos con solución de Azul Coomassie (0,05 g de Azul 
Coomassie, 9 mL de Metanol y 2,0 mL de ácido acético glacial) en agitación por 1 
hora y lavados con Solución de Desteñido (20 mL de metanol, 15 mL de ácido 
acético glacial, 65 mL de agua destilada) en agitación hasta visualizar las bandas 
proteicas. Como control positivo fue utilizado extracto proteico de rata y como 
control negativo agua destilada. El rango del estándar de pesos moleculares 
cargado fue de 10 a 250 kDa (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder,  Thermo 
Fisher).  
 
Western Blot: Las muestras sometidas fueron preparadas de manera idéntica al 
paso anterior y la electroforesis en gel denaturante (SDS/PAGE, 10% de 
poliacrilamida) fue ejecutada por 1,5 horas a voltaje constante (80 V). Una vez 
separadas las proteínas, fueron electro-trasferidas a una membrana PVDF 
(Millipore, Bedoford, MA) previamente activada con metanol 100% durante 5 
minutos, a amperaje constante (300 mAm) en frio durante 1,5 horas. La membrana 
fue retirada y bloqueada con ECL Prime 2% (GE Healthcare, Amersham, UK) 
disuelto en TBS 1X por 1 hora a temperatura ambiente en agitación y después 
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incubada con el anticuerpo primario correspondiente a la proteína en análisis 
durante toda la noche a 4ºC en agitación. Posteriormente la membrana fue lavada 3 
veces por 5 minutos con una solución de TBS 1x e incubada con el anticuerpo 
secundario por 1 hora a temperatura ambiente. Para finalizar, la membrana fue 
lavada 3 veces por 5 minutos con una solución de TBS 1x y revelada por 
quimioluminiscencia con el kit comercial “Pierce ECL Western Blotting Substrate, de 
Thermo Fisher” según las instrucciones del fabricante. Los revelados fueron 
analizados con el software ImageJ para pesquisar por densitometría la cantidad de 
proteína en cuestión. Como normalizador fue usada la Histona H2B. Los resultados 
fueron analizados estadísticamente con el software Prism 7. 
 
Objetivo 2: Caracterizar mecanismos de apoptosis inducida por hipoxia en L. 
albus activada a través de las vías de señalización apoptótica. 
 
Para cumplir el segundo objetivo fue utilizado el Régimen Normóxico y el Régimen 
Hipóxico (Figura 5, B) y analizada la transcripción de genes proapoptóticos (Bak y 
Bax) y antiapoptóticos (Bcl-2 y Hsp70) mediante RT-qPCR. Los pasos fueron los 
siguientes: 
 
Extracción de RNA total: Las muestras de líquido celómico sometido a los diferentes 
regímenes fueron centrifugadas a 6.000 rpm durante 1 minuto para decantar los 
celomocitos. El sobrenadante fue descartado y al coloide decantado le fue agregado 
1 mL de Trisol a 4 ºC. La mezcla homogenizada en hielo fue incubada 15 minutos a 
temperatura ambiente. Después le fue añadido 200 µL de cloroformo a 4 ºC y 
nuevamente incubadas a temperatura ambiente durante 15 minutos. Luego, las 
muestras fueron centrifugadas a 10.000 rpm durante 30 min a 4°C. De las tres fases 
obtenidas en el interior del tubo, la fase inorgánica fue rescatada y homogenizada 
por agitacion con 0,5 mL de alcohol isopoprpilico e incubada 5 minutos a 
temperatura ambiente. Enseguida fue centrifugada 10.000 rpm durante 15 min a 
4°C. El sobrenadante fue descartado y el pellet de RNA obtenido fue lavado con 0,5 
mL de etanol 75% mediante centrifugacion a 10.000 rpm a 4 ºC durante 5. El 
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sobrenadante fue eliminado y este paso repetido 3 veces. Finalmente al pellet fue 
resuspendido en 20 µL de agua destilada libre de nucleasas y reservado a -80 ºC. 
 
Cuantificación y determinación de Pureza de RNA total: La cantidad de RNA 
obtenido en cada extracción fue cuantificada por espectofotometria (Equipo Epoch, 
BioTek, Winooski, VT, EE.UU.) con 1 µL de ellas mediendo su absorbancia a 260 
nm con respecto al agua destilada libre de nucleasas (Control Blanco). Para 
determinar su pureza el Equipo Epoch indica un cuociente entre la absorbancia del 
RNA y la absorbancia del ADN (280 nm) que puede contaminar la muestra. Al 
respecto, sólo las muestras con un cociente 260/280 superior a 1,7 fueron 
consideradas aptas para prosegir los experimentos.    
 
Ensayo de integridad de RNA total: Para descartar aquellas muestras de RNA total 
degrado fue realizada una electroforesis en gel de agarosa 1,2% con bromuro de 
Etidio como tinción, ejecutada a voltaje constante (70 V) por 20 minutos. Los 
resultados fueron visualizados en un transilumador UV y sólo aquellas muestras en 
las cuales fueran observadas nítidamente 2 bandas (RNA 28s y RNA 18s) fueron 
reservadas para los pasos siguientes. 
 
Síntesis de cDNA y análisis de partidores de genes en cuestión: Para sintetizar cDNA 
a partir de RNA fue empleado un kit comercial de transcripción reversa (QuantiTect® 
Reverse Transcripción, Qiagen, Austin, TX, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del 
fabricante en un termociclador qPCR. Los partidores necesarios para pesquisar los 
genes en cuestión (Bak, Bax, Bcl2, Hsp70) y del gen de referencia (18s) fueron 
sintetizados por un laboratorio externo (Tabla 1). Con el mismo kit y equipo qPCR la 
especificidad y la capacidad de los partidores de amplificar un sólo producto PCR fue 
analizada mediante una curva de disociación por triplicado haciendo uso de un pool 
de celomocitos sometido a hipoxia por 6 horas. La eficiencia de los partidores fue 
analizada mediante una curva estándar por triplicado con el mismo pool. De esta 
manera fueron determinadas las líneas de base o Background y el CT o Threshold 
Cycle de cada gen en particular. 
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qPCR (reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real): Para el monitoreo 
continuo de la acumulación de amplicon PCR en todos los regímenes se utilizaron 55 
ciclos y como sonda SybrGreen. La cuantificación fue relativa al gen de referencia 
18s. Para ello fue utilizado el kit comercial de transcripción reversa (QuantiTect® 
Reverse Transcripción, Qiagen, Austin, TX, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del 
fabricante en un termociclador qPCR. Las muestras fueron triplicadas y los CT 
arrojados fueron analizados estadísticamente con el programa Prism 7. 
 
Gen	 Partidor	 Secuencia	
Bax Left 5'- ATG GGT GAG TCT ACT GGC -3' 
  Right 5'- CTG AGG TCA ATC GGG GAC -3' 
Bak Left 5'- GCCCTGCTTATGTTTGGT -3' 
  Right 5'- CATCCTCCTTGTTGTGCT -3' 
Hif1a Left 5'- GAC TGT GGA GGG GAC TGT TC -3' 
  Right 5'- GGC TGC GTG TGT CTC TGT AA -3' 
Hsp70 Left 5'- TCG TTC TGG TAG GTG GTT C -3' 
  Right 5'- TGG TCA GGG GAT TGA CAT -3' 
Normalizador Left 5'- GTG GAG CGA TTT GTC TGG TT -3' 
18s Right 5'- AAG GGC ATC ACA GAC CTG TT -3' 
 
Tabla 1: Lista de partidores diseñados para realizar RT-qPCR. 
 
Objetivo 3: Estudiar la participación de HIF en la regulación de la expresión 
diferencial de genes antiapoptóticos y proapoptóticos en L. albus. 
 
Para cumplir este objetivo, fue utilizado el Régimen Normóxico y el Régimen 
Simulador de Hipoxia (Figura 5 B) analizando la acumulación proteica diferencial de 
HIF mediante Western Blot siguiendo el protocolo mencionado anteriormente, y la 
transcripción de Bcl-2, HSP70, Bax y Bak, repitiendo los pasos para qPCR descritos.   
El propósito de utilizar un Régimen Simulador de hipoxia fue el de sobre activar la 
respuesta a estrés hipóxico estabilizando farmacológicamente HIF de forma de 
analizar la sobreexpresion de los genes pro/anti-apoptoticos. Para ello fue utilizado 
cloruro de cobalto, el cual impide la degradación de HIF-α  al imposibilitar la actividad 
de hidroxilación de PHD 1 y 3 al reemplazar el hierro del sitio catalítico de estas 
enzimas por uno cobalto (Lee, F. et al, 2001). En organismos marinos el tratamiento 
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con CoCl2 induce tanto la acumulación de HIF-α como el bloqueo de su degradación 
(Matranga et al, 2014), pero sus efectos son desconocidos en L. Albus. 
 
 
6. Resultados: 
 
6.1. Ensayo de viabilidad celular de celomocitos sometidos a Régimen Hipóxico: 
Con el objetivo de analizar la apoptosis inducida por hipoxia fue empleado un kit 
comercial de viabilidad celular mediante el cual las células vivas son identificadas al 
emitir fluorescencia verde y las células apoptóticas al emitir fluorescencia roja. El 
porcentaje promedio de mortalidad fue expresado en veces de cambio respecto al 
control o Régimen Normóxico (RN) a 0 horas (Figura 7). En RN a 0 horas la 
mortalidad fue de 10,674 ± 1,534 %. Tras 3 horas 16,158 ± 3,096 % y después de 6 
horas de 25,576 ± 9,121 %. El porcentaje promedio de mortalidad celular en el 
Régimen Hipóxico (RH) en el tiempo inicial fue de 11,902 ± 2,592 %; tras 3 horas de 
28,265 ± 6,462 %; y luego de 6 horas 36,041 ± 8,653 %. Al comparar la mortalidad en 
RN y RH (Figura 7) en iguales tiempos de muestreo el análisis estadístico no indicó 
diferencia significativa a 0 horas. En cambio, tras 3 y 6 horas la mortalidad es 
significativamente mayor en hipoxia (p<0,0001 y p=0,0022, respectivamente). 
 
                                   
Figura 7: Ensayo de viabilidad celular diferencial en celomocitos expuestos a Régimen Hipóxico. El análisis 
de varianza indico que la mortalidad tras 3 horas y 6 horas de exposición es significativa. Asterisco simple (*) 
para P < 0.05, doble asterisco (**) para P< 0.01, y triple asterisco (***) para < 0.001.  
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 6.2. Ensayo de viabilidad celular de celomocitos sometidos a Régimen 
Simulador de Hipoxia: Los resultados (Figura 8) fueron expresados en veces de 
cambio respecto al control (RN, 0 horas). En RN a 0 horas fue de 14,408 ± 6,478 
%. Tras 3 horas fue 20,204 ± 3,496 % y después de 6 horas 25,120 ± 3,494 %. El 
porcentaje de mortalidad en el régimen simulador de hipoxia (RSH) en el tiempo 
inicial fue de 16,070 ± 5,824 %. Tras 3 horas 50,3 ± 2,744 %; y finalmente tras 6 
horas, 63,008 ± 3,727 %. Al comparar estadísticamente la mortalidad RSH y RN 
en los mismo tiempos de muestreo, en el tiempo inicial no fue hallada diferencia 
significativa, tras 3 horas la mortalidad es significativamente mayor en RSH 
(p<0,0001)  y luego de 6 horas la mortalidad también es significativamente mayor 
en RSH (p=0,0022).  
 
                                 
Figura 8: Ensayo de viabilidad celular diferencial en celomocitos expuestos a Régimen Simulador de Hipoxia. 
El análisis de varianza indico que tras 3 y 6 horas la mortalidad es significativa. Asterisco simple (*) para P < 
0.05, doble asterisco (**) para P< 0.01, y triple asterisco (***) para < 0.001.  
 
 
6.3 Trascripción diferencial de genes proapoptóticos y antiapoptóticos: Con 
el propósito de analizar la transcripción diferencial de genes pro-antiapoptóticos 
inducidos por hipoxia (OD<2,0 mg/l) y bajo régimen simulador de hipoxia (CoCl2 
0,001 M, OD=7,4 mg/l) fue utilizada la técnica de RT-qPCR empleando como 
normalizador el gen 18s. Para realizar el análisis estadístico las muestras fueron 
triplicadas y los resultados fueron expresados como veces de cambio respecto al 
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control. Para ello fue calculado el promedio y la desviación estándar del cociente 
entre cada muestra y el promedio del control (Normoxia a cero horas). 
 
6.4. Transcripción diferencial de bax en celomocitos sometidos a Régimen 
Hipóxico: Bax es una molécula proapoptotica vinculada a la via de señalización 
intrínseca apoptótica. Para determinar la transcripción diferencial del gen bax 
inducido por hipoxia respecto a normoxia fue utilizada la técnica de RT-qPCR. El 
transcrito de bax fue expresado en veces de cambio respecto al control (RN, 0 
horas) (Figura 9 A). En el tiempo inicial fue de 1,0 ± 0,336 U.A, tras 3 horas, 5,632 
± 2,154 U.A y luego de 6 horas 6,638 ± 2,489 U.A. En RH a 0 horas los niveles de 
mRNA de bax fueron 1,232 ± 0,396 U.A, tras 3 horas 12,661 ± 4,419 U.A, y 
después de 6 horas 32,348 ± 8,822 U.A. Al comparar RN y RH en iguales tiempos 
de muestreo, a 0 horas no existen diferencias significativas, pero después de 3 
horas ocurre un aumento no significativo en hipoxia. Finalmente, tras 6 horas el 
nivel de transcrito de bax es significativamente mayor en hipoxia.  
 
6.5. Transcripción diferencial de bax en celomocitos sometidos a Régimen 
Simulador de Hipoxia: El transcrito de bax fue expresado en veces de cambio 
respecto al control (RN, 0 horas) (Figura 9 B). En el tiempo inicial fue de 1 ± 0,337 
U.A, tras 3 horas, 5,543 ± 2,167 U.A. Y tras 6 horas 6,617 ± 4,350 U.A. En RSH a 
0 horas las veces de cambio respecto al control fueron 1,232 ± 0,397 U.A. Tras 3 
horas, 43,832 ± 28,372 U.A, y después de 6 horas 133,605 ± 54,08 U.A.  Al 
comparar RN y RSH en iguales tiempos de muestreo, sólo existen diferencias 
significativas tras 6 horas siendo mayores los niveles de mRNA de bax en RSH 
(p=0,0005). 
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Figura 9: A: RT-qPCR. Expresión de mRNA de bax en celomocitos sometidos Régimen Hipóxico). Existe un 
aumento significativo de la transcripción de bax tras 6 horas de exposición a hipoxia. B: qPCR. Expresión de 
mRNA de bax en celomocitos sometidos Régimen Simulador de Hipoxia (CoCl2 0,001 M). Existe un aumento 
significativo de trascrito de bax tras 6 horas de exposición al agente simulador de hipoxia. Asterisco simple (*) 
para P < 0.05, doble asterisco (**) para P< 0.01, y triple asterisco (***) para < 0.001. 
 
 
6.6. Transcripción diferencial de bak en celomocitos sometidos a Régimen 
Hipóxico:  Bak es una molécula proapoptotica vinculada a la via de señalización 
intrínseca Apoptótica. Para determinar la transcripción diferencial del gen bak 
inducido por hipoxia respecto a normoxia fue utilizada la técnica de RT-qPCR. El 
transcrito de bak fue expresado en veces de cambio respecto al control (RN a 0 
horas) (Figura 10 A). En el tiempo inicial fue de 1,000 ± 0,409 U.A. Tras 3 horas 
5,114 ± 2,213 U.A, y tras 6 horas 11,584 ± 7,028 U.A. En RH las veces de cambio 
de transcrito de bak en tiempo inicial es 1,591 ± 0,558 U.A. Tras 3 horas, 14,033 ± 
5,377 U.A; y después de 6 horas, 22,157 ± 10,643 U.A. Al comparar RH con RN 
en iguales tiempos de muestreo, sólo existe un incremento significativo (p=0,0005) 
en RH de la transcripción de bak luego de 6 horas de exposición.  
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6.7. Transcripción diferencial de bak en celomocitos sometidos a Régimen 
Simulador de Hipoxia: El transcrito de bak en RN y en RSH fue expresado como 
veces de cambio respecto al control (RN, 0 horas) (Figura 10 B), el cual fue de 1 ± 
0,043 U.A, tras 3 horas 4,569 ± 3,14 U.A. Y luego de 6 horas, 16,345 ± 1,441 U.A. 
En RSH en tiempo inicial las veces de cambio de transcrito respecto al control fue 
0,657 ± 0,114 U.A. Tras 3 horas  37,784 ± 22,4 U.A; y a 6 horas 63,474 ± 14,991 
U.A. Al comparar RH con RSH en iguales tiempos de muestreo, existe un 
incremento significativo después de 3 horas (p=0,0424) y 6 horas (p=0,0094) de 
explosión en agente simulador de hipoxia.  
 
 
 
Figura 10: A: RT-qPCR. Expresión de mRNA de bak en celomocitos sometidos a Régimen Hipóxico.). Existe 
un aumento significativo tras 6 horas de exposición. B: qPCR. Expresión de mRNA de bak en celomocitos 
sometidos Régimen Simulador de Hipoxia (CoCl2 0,001 M).. Existe un aumento significativo tras 3 horas y 6 
horas de exposición. Asterisco simple (*) para P < 0.05, doble asterisco (**) para P< 0.01, y triple asterisco 
(***) para < 0.001. 
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6.8. Transcripción diferencial de bcl-2 en celomocitos sometidos a Régimen 
Hipóxico: Bcl-2 es una molécula antiapoptótica vinculada a la via de señalización 
intrínseca Apoptótica. Para determinar la transcripción diferencial del gen bcl-2 
inducido por hipoxia respecto a normoxia fue utilizada la técnica de RT-qPCR. El 
transcrito de bcl-2 fue expresado en veces de cambio respecto al control (RN, 0 
horas) (Figura 11 A). En RN a 0 horas fue de 1 ± 0,496 U.A. Tras 3 horas, 2,818 ± 
0,483 U.A, y a 6 horas 3,882 ± 1,587 U.A. En RH a 0 horas las veces de cambio 
respecto al control fue, a 0 horas, 0,906 ± 0,319 U.A. Tras 3 horas, 6,284 ± 1,310 
U.A, y tras 6 horas 5,813 ± 1,373 U.A. Al comparar ambos regímenes en iguales 
tiempos de muestreo, a 0 horas no existe diferencia significativa. Tras 3 horas 
existe un incremento significativo en RH (p=0,0165), y a 6 horas un aumento no 
significativo en RH. 
 
6.9. Transcripción diferencial de bcl-2 en celomocitos sometidos a Régimen 
Simulador de Hipoxia: El transcrito de bcl-2 tanto en RN como en RH fue 
expresado como veces de cambio respecto al control (RN, 0 horas) (Figura 11 B). 
En tiempo inicial los niveles de bcl-2 fueron de 1,000 ± 0,496 U.A. Tras 3 horas, 
2,818 ± 0,352 U.A, y a 6 horas 6,220 ± 1,066 U.A. En RSH los niveles de mRNA 
fueron, a 0 horas, 1,103 ± 0,547 U.A. Tras 3 horas, 44,991 ± 7,044 U.A. Y tras 6 
horas 25,672 ± 6,065 U.A. Al comparar ambos regímenes en iguales tiempos de 
muestreo existe un aumento significativo de la transcripción luego de 3 horas 
(p<0,0001) y 6 horas (p=0,0408) en RSH. 
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Figura 11: A: RT-qPCR. Niveles de mRNA de bcl-2 en celomocitos sometidos Régimen Hipóxico. Existe un 
aumento significativo de la transcripción de bcl-2 tras 3 horas de exposición. B: qPCR. Niveles de mRNA de 
bcl-2 en celomocitos sometidos a Régimen Simulador de Hipoxia. Existe un aumento significativo de la 
transcripción tras 3 horas y 6 horas de exposición. Asterisco simple (*) para P < 0.05, doble asterisco (**) para 
P< 0.01, y triple asterisco (***) para < 0.001. 
 
 
6.10. Transcripción diferencial de hsp70 en celomocitos sometidos a 
Régimen Hipóxico: HSP70 es una molécula antiapoptótica vinculada a la via de 
señalización intrínseca Apoptótica. Para determinar la transcripción diferencial del 
gen hsp70 inducido por hipoxia respecto a normoxia fue utilizada la técnica de RT-
qPCR. El transcrito de hsp70 tanto en RN como en RH fue expresado como veces 
de cambio respecto al control (RN, 0 horas) (Figura 12 A).  En RN  el nivel de 
mRNA de hsp70 a 0 horas fue 1,000 ± 0,506 U.A. Tras 3 horas 3,682 ± 2,179 U.A. 
Y luego de 6 horas 5,371 ± 0,674 U.A. En RH a 0 horas el nivel de transcrito fue 
de 1,179 ± 0,529 U.A. Tras 3 horas 8,005 ± 2,922 U.A. Y después de 6 horas 
8,605 ± 1,456 U.A. Al comparar RN con RH en iguales tiempo de muestreo, a 0 
horas no hay diferencia significativa. A 3 horas el mayor nivel en hipoxia no es 
significativo. Y a 6 horas el incremento en hipoxia tampoco es significativo. 
 
 
 
	 32	
6.11. Transcripción diferencial de hsp70 en celomocitos sometidos a 
Régimen Simulador de Hipoxia: En RN el nivel de mRNA de hsp70, expresado 
en veces de cambio con respecto al control, a 0 horas fue 1,0 ± 0,533 U.A (Figura 
1 2 B). Tras 3 horas 3,704 ± 2,158 U.A. Y luego de 6 horas 6,528 ± 0,649 U.A.  En 
RSH el nivel de trascrito a 0 horas fue de 1,189 ± 0,522 U.A. A 3 horas 12,047 ± 
0,944 U.A. Y a 6 horas 17,466 ± 2,56 U.A. Al comparar RN con  RSH en iguales 
tiempos de muestreo, a 0 horas no hay diferencias significativas,  a 3 horas existe 
un aumento significativo (p<0,0024) en RSH y a 6 horas un aumento significativo 
(p<0,0007) en RSH. 
 
 
 
Figura 12: A: qPCR. Niveles de mRNA de hsp70 en celomocitos sometidos Régimen Hipóxico. No fueron 
observadas diferencias significativas. B: qPCR. Niveles de mRNA de hsp70 en celomocitos sometidos 
Régimen Simulador de Hipoxia. Existe un aumento significativo tras 3 horas y 6 horas de exposición. Asterisco 
simple (*) para P < 0.05, doble asterisco (**) para P< 0.01, y triple asterisco (***) para < 0.001. 
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6.12. Relaciones Apoptóticas: 
 
Para determinar si la célula esta comprometida o no con la apoptosis es utilizada 
una relación que consiste en un cociente entre los niveles de mRNA de un gen 
proapoptótico (numerador) y los niveles de mRNA de un gen antiapoptótico 
(denominador) (Figura 15). Si el cociente es mayor a 1 la célula ha iniciado 
procesos proapoptóticos. Si el cociente es menor a 1 la célula ha comenzado 
procesos antiapoptóticos. Y si la relación es igual a 1 la célula no presenta 
compromiso apoptótico definido (Kardamakis et al, 2007) 
 
  
 
 
Figura 13: Esquema del calculo e interpretación del Cociente Apoptótico. 
 
 
6.12.1. Relación bak/bcl-2: Para realizar esta relación fueron utilizados los 
resultados expresados en veces de cambio respecto al control (RN, 0 horas) de 
mRNA de bak y bcl-2 en cada tiempo de muestreo de los diferentes regímenes 
experimentales.  Los resultados e interpretación se observan en las tablas 2 y 3. 	
6.12.2. Relación bax/bcl-2: Para realizar esta relación fueron utilizados los 
resultados expresados en veces de cambio con respecto al control de mRNA de 
bax y bcl-2 en cada tiempo de muestreo de los diferentes regímenes 
experimentales.  Los resultados e interpretación se observan en las tablas 4 y 5. 
 
6.12.3. Relación hsp70/bcl-2: Para realizar esta relación fueron utilizados los 
resultados expresados en veces de cambio con respecto al control de mRNA de 
hsp70 y bcl-2 en cada tiempo de muestreo de los diferentes regímenes 
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experimentales. Esta relación supuso a HSP70 como molécula proapoptotica. Los 
resultados e interpretación se observan en las tablas 6 y 7. 
 
6.12.4. Relación bak/hsp70: Para realizar esta relación fueron utilizados los 
resultados expresados en veces de cambio con respecto al control de mRNA de 
bak y hsp70 en cada tiempo de muestreo de los diferentes regímenes 
experimentales. Esta relación supuso a HSP70 como molécula antiapoptótica. Los 
resultados e interpretación se observan en las tablas 8 y 9. 
 
6.12.5. Relación bax/hsp70: Para realizar esta relación fueron utilizados los 
resultados expresados en veces de cambio con respecto al control de mRNA de 
bax y hsp70 en cada tiempo de muestreo de los diferentes regímenes 
experimentales. Esta relación supuso a HSP70 como molécula antiapoptótica. Los 
resultados e interpretación se observan en las tablas 10 y 11. 
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Régimen Relación bak/bcl-2 (U.A) Interpretación 
Control 0 h 1,000 Sin actividad apoptótica dominante 
Hipoxia 0 h 1,756 Procesos proapoptóticos en curso 
Control 3 h 1,815 Procesos proapoptóticos en curso 
Hipoxia 3 h 2,233 Procesos proapoptóticos en curso 
Control 6 h 2,984 Procesos proapoptóticos en curso 
Hipoxia 6 h 3,811 Procesos proapoptóticos en curso 
Tabla 2: Resultados e interpretación del Cociente Apoptótico de bak/bcl-2 en celomocitos expuestos a 
Régimen Normóxico y Régimen Hipóxico.  
 
Régimen Relación bak/bcl-2 (U.A) Interpretación 
Control 0 h 1,000 Sin actividad apoptótica dominante 
RSH 0 h 0,596 Procesos antiapoptóticos en curso 
Control 3 h 0,735 Procesos antiapoptóticos en curso 
RSH 3 h 0,840 Procesos antiapoptóticos en curso 
Control 6 h 1,160 Procesos proapoptóticos en curso 
RSH 6 h 2,472 Procesos proapoptóticos en curso 
Tabla 3: Resultados e interpretación del Cociente Apoptótico de bak/bcl-2 en celomocitos expuestos a 
Régimen Normóxico y Régimen Simulador de Hipoxia.  
 
Régimen Relación bax/bcl-2 (U.A) Interpretación 
Control 0 h 1,000 Sin actividad apoptótica dominante 
Hipoxia 0 h 1,359 Procesos proapoptóticos en curso 
Control 3 h 1,999 Procesos proapoptóticos en curso 
Hipoxia 3 h 2,015 Procesos proapoptóticos en curso 
Control 6 h 1,710 Procesos proapoptóticos en curso 
Hipoxia 6 h 5,564 Procesos proapoptóticos en curso 
Tabla 4: Resultados e interpretación del Cociente Apoptótico de bax/bcl-2 en celomocitos expuestos a 
Régimen Normóxico y Régimen Hipóxico. 
 
 
Régimen Relación bax/bcl-2 (U.A) Interpretación 
Control 0 h 1,000 Sin actividad apoptótica dominante 
RSH 0 h 1,117 Procesos proapoptóticos en curso 
Control 3 h 0,907 Procesos antiapoptóticos en curso 
RSH 3 h 0,974 Procesos antiapoptóticos en curso 
Control 6 h 0,470 Procesos antiapoptóticos en curso 
RSH 6 h 5,204 Procesos proapoptóticos en curso 
Tabla 5: Resultados e interpretación del Cociente Apoptótico de bax/bcl-2 en celomocitos expuestos a 
Régimen Normóxico y Régimen Simulador de Hipoxia.  	
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Régimen Relación hsp70/bcl-2 (U.A) Interpretación 
Control 0 h 1,000 Sin actividad apoptótica dominante 
Hipoxia 0 h 1,301 Procesos proapoptóticos en curso 
Control 3 h 1,306 Procesos antiapoptóticos en curso 
Hipoxia 3 h 1,274 Procesos antiapoptóticos en curso 
Control 6 h 1,383 Procesos antiapoptóticos en curso 
Hipoxia 6 h 1,480 Procesos proapoptóticos en curso 
Tabla 6: Resultados e interpretación del Cociente Apoptótico de hsp70/bcl-2 en celomocitos expuestos a 
Régimen Normóxico y Régimen Hipóxico. 
 
Régimen Relación hsp70/bcl-2 (U.A) Interpretación 
Control 0 h 1,000 Sin actividad apoptótica dominante 
RSH 0 h 1,070 Procesos antiapoptóticos en curso 
Control 3 h 0,592 Procesos antiapoptóticos en curso 
RSH 3 h 0,268 Procesos antiapoptóticos en curso 
Control 6 h 0,463 Procesos antiapoptóticos en curso 
RSH 6 h 0,680 Procesos antiapoptóticos en curso 
Tabla 7: Resultados e interpretación del Cociente Apoptótico de hsp70/bcl-2 en celomocitos expuestos a 
Régimen Normóxico y Régimen Simulador de Hipoxia.  
 
Régimen Relación bak/hsp70 (U.A) Interpretación 
Control 0 h 1,000 Sin actividad apoptótica dominante 
Hipoxia 0 h 1,349 Procesos proapoptóticos en curso 
Control 3 h 1,389 Procesos proapoptóticos en curso 
Hipoxia 3 h 1,753 Procesos proapoptóticos en curso 
Control 6 h 2,157 Procesos proapoptóticos en curso 
Hipoxia 6 h 2,575 Procesos proapoptóticos en curso 
Tabla 8: Resultados e interpretación del Cociente Apoptótico de bak/hsp70 en celomocitos expuestos a 
Régimen Normóxico y Régimen Hipóxico. 
 
Régimen Relación bak/hsp70 (U.A) Interpretación 
Control 0 h 1,000 Sin actividad apoptótica dominante 
RSH 0 h 0,557 Procesos antiapoptóticos en curso 
Control 3 h 1,241 Procesos proapoptóticos en curso 
RSH 3 h 3,136 Procesos proapoptóticos en curso 
Control 6 h 2,504 Procesos proapoptóticos en curso 
RSH 6 h 3,634 Procesos proapoptóticos en curso 
Tabla 9: Resultados e interpretación del Cociente Apoptótico de bak/hsp70 en celomocitos expuestos a 
Régimen Normóxico y Régimen Simulador de Hipoxia. 
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Régimen Relación bax/hsp70 (U.A) Interpretación 
Control 0 h 1,000 Sin actividad apoptótica dominante 
Hipoxia 0 h 1,044 Procesos antiapoptóticos en curso 
Control 3 h 1,530 Procesos proapoptóticos en curso 
Hipoxia 3 h 1,582 Procesos proapoptóticos en curso 
Control 6 h 1,236 Procesos proapoptóticos en curso 
Hipoxia 6 h 3,759 Procesos proapoptóticos en curso 
Tabla 10: Resultados e interpretación del Cociente Apoptótico de bax/hsp70 en celomocitos expuestos a 
Régimen Normóxico y Régimen Hipóxico. 
 
Régimen Relación bax/hsp70 (U.A) Interpretación 
Control 0 h 1,000 Sin actividad apoptótica dominante 
RSH 0 h 1,044 Procesos antiapoptóticos en curso 
Control 3 h 1,533 Procesos proapoptóticos en curso 
RSH 3 h 3,638 Procesos proapoptóticos en curso 
Control 6 h 1,014 Procesos proapoptóticos en curso 
RSH 6 h 7,649 Procesos proapoptóticos en curso 
Tabla 11: Resultados e interpretación del Cociente Apoptótico de bax/hsp70 en celomocitos expuestos a 
Régimen Normóxico y Régimen Simulador de Hipoxia. 
 
	
6.13. Western Blot para determinar proteólisis catalizada por caspasas en 
Régimen Normóxico y Régimen Simulador de Hipoxia. 
 
Con el propósito de determinar la actividad de las caspasas al activar 
farmacológicamente la respuesta a estrés hipóxico muestras de proteínas de 
celomocitos sometidos a RN y RSH fueron analizadas mediante Western Blot 
utilizando un anticuerpo primario que reconoce motivos de cortes de caspasas. 
Los resultados indicaron que existen un aumento significativo de proteólisis tras 6 
horas de exposición a CoCl2 respecto a normoxia (Figuran 14) 
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Figura 14: Western Blot. Proteólisis catalizada por caspasas en Régimen Normóxico y Régimen Simulador de 
Hipoxia en celomocitos de L. albus. Existe un aumento de actividad de las caspasas tras 6 horas de 
exposición a cloruro de cobalto 0,001 M.  
 
 
6.14. Western Blot para determinar Factor Inducible por Hipoxia (HIF) en 
celomocitos sometidos a Régimen Normóxico y Régimen Simulador de 
Hipoxia. 
 
Con el propósito de determinar la acumulación de HIF al activar 
farmacológicamente la respuesta a estrés hipóxico fue empleada la técnica de 
Western Blot utilizando un anticuerpo primario que reconoce la subunidad HIF-a. 
Los resultados indicaron que el regulador maestro de apoptosis existe en L. albus, 
y que tras 3 horas y 6 horas de inducción  su presencia es significativamente 
incrementada (Figura 15). 
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Figura 15: Western Blot para determinar acumulación de Factor Inducible por Hipoxia (HIF) en celomocitos 
sometidos a Régimen Normóxico y Régimen Simulador de Hipoxia. Existe una acumulación significativa tras 3 
horas y 6 horas de inducción mediante exposición a Cloruro de Cobalto 0,001 M. 
 
 
7. Discusión: 
 
Debido a la expansión actual de masas de agua hipóxica producto del 
calentamiento global y la eutrofización antropogénica es necesario el desarrollo de 
un biomarcador adecuado para monitorear la hipoxia con el fin de evitar la pérdida 
de biodiversidad en los ecosistemas marinos. Estudios recientes determinaron que 
las células inmunitarias de los erizos de mar son altamente sensibles a las 
fluctuaciones ambientales. Los celomocitos, después de la estimulación por 
diferentes tensiones físicas y químicas, secretan una serie de moléculas 
específicas tales como lectinas perforantes, enzimas lisosómicas y profilinas. 
(Matranga, 1996; Matranga et al., 2005). Sin embargo, los mecanismos 
moleculares implicados no han sido caracterizados aun.  
 
En el presente estudio fueron observados cambios fisiológicos en los celomocitos 
de L. albus expuestos a hipoxia, tales como una regulación de la expresión génica 
y una disminución de viabilidad celular. Estas observaciones son consistentes con 
las de estudios previos (Glinski y Jarosz. 2000; Matranga et al. 2000, 2005; Lee et 
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al. 2014). La consecuencia predominante de la hipoxia sobre la expresión génica 
fue un incremento de la transcripción de genes pro/anti-apoptóticos, lo cual 
sugiere que la hipoxia induce la regulación de la apoptosis. Los genes 
proapoptóticos sobre inducidos fueron bak y bax, que participan en la via de 
señalización intrínseca apoptótica; y los genes antiapoptóticos sobre inducidos  
fueron blc-2, que bloquea la via de señalización intrínseca apoptótica; y el gen 
hsp70, cuyos efectos son antiapoptóticos sobre la via intrínseca y pro-
antiapoptóticos sobre la via extrínseca. Además, este estudio determino que la 
hipoxia incrementa la acumulación de la subunidad HIF-α del Factor Inducible por 
hipoxia (HIF), el cual es fundamental en la regulación de la transcripción de los 
genes anti/pro-apoptóticos señalados.  
 
El aumento de transcrito de bcl-2 y hsp70 sugiere que L. albus  podría promover la 
supervivencia celular de su sistema inmunitario de ser la hipoxia prolongada en el 
tiempo. Aunque informes anteriores han descrito cambios en la expresión de 
genes específicos en erizos de mar en respuesta a la hipoxia, este es el primer 
informe para evaluar en general los cambios en la expresión de genes apoptóticos 
en las células inmunes de Erizo Rojo. 
 
En concordancia con estudios previos (Azad et al. 2008; Shimizu et al. 1996), los 
ensayos in vitro para cuantificar la mortalidad de los celomocitos tratados con 
hipoxia revelaron que una gran proporción de ellos sufrieron apoptosis, que puede 
probablemente ser un mecanismo de defensa contra químicos ambientales y 
tensiones fisiológicas y mecánicas. Sin embargo, el mecanismo exacto por el cual 
la apoptosis no es transversal en toda la heterogenia población de celomocitos —
pues existe un mayor numero de células vibrantes que sobreviven— sigue sin 
estar claro. Por ello es necesaria una investigación más exhaustiva para evaluar 
más a fondo este fenómeno. Por ultimo, cabe resaltar que la mortalidad de los 
celomocitos observada en todos los regímenes puede deberse al método de 
extracción —que implico estrés físico y el uso de un buffer isotónico no especifico 
para esta especie—, a las condiciones ambientales in vitro —que contemplaron el 
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monitoreo de OD y temperatura pero no pH— y a la metodología estadística que 
requirió de un pool de celomocitos —exponiendo sistemas inmunitarios de 
diferentes individuos—. Es posible entonces que parte de la mortalidad sea 
producto de daño celular y de una interacción adversa entre sistemas inmunes. 
 
8. Conclusiones: 
 
La hipoxia induce apoptosis en celomocitos de L. albus.  
 
La hipoxia induce la sobreexpresion de genes proapoptóticos, bak y bax, y genes 
antiapoptóticos bcl-2 y hsp70 en celomocitos de L. albus. 
 
La respuesta a estrés hipóxico esta vinculada a la acumulación del Factor 
Inducible por Hipoxia (HIF) en celomocitos de L. albus. 
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